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Introduction

La mélasse, un sous-produit issu de la transformation de la canne & sucre ou de la bette-
rave en sucre, renferme une grande quantité de sucres fermentescibles tels que le saccharose,
le glucose et le fructose. Ces sucres peuvent étre convertis en bioéthanol grace a la fermenta-
tion alcoolique utilisant principalement des levures comme Saccharomyces cerevisiae (Smith,
2014). L utilisation de la mélasse pour produire du bioéthanol présente de nombreux avantages
professionnels. Tout d’abord, cela permet de valoriser un sous-produit habituellement considéré
comme un déchet et d’en faire une source de valeur. De plus, cette pratique utilise une matiére
premiere abondante et peu coliteuse pour produire une source d’énergie renouvelable. Enfin, elle
contribue a réduire la dépendance aux énergies fossiles et a atténuer les effets néfastes sur I’envi-
ronnement en réduisant les émissions de gaz a effet de serre (Lali, 2015 ; Almodares, 2018). La
production de bioéthanol a partir de la mélasse repose sur un processus bien établi et largement
utilisé dans I’industrie, comprenant differentes étapes telles que la préparation de la mélasse,
la fermentation alcoolique, la distillation et la purification (Singh and Jain, 2018 ; Amornpan
and Ketjoy, 2020). En termes d’avantages économiques, 1’utilisation de la meélasse pour la pro-
duction de bioéthanol favorise la création d’emplois dans les secteurs de la canne a sucre, de
la betterave et de I’industrie de production d’éthanol. Dans ce contexte, la production d’éner-
gie représente un défi crucial de notre époque (Smith et al., 2019) . Les ressources fossiles,
notamment le pétrole, sont limitées et ont des effets néfastes sur ’environnement (Johnson,
2018). Par conséquent, il est essentiel de favoriser la production d’énergie a partir de sources
renouvelables et durables afin d’assurer la durabilité de notre développement économique. Dans
cette perspective, I’exploitation de la mélasse comme mati¢re premiere pour la production de
bioéthanol présente une piste prometteuse a explorer (Brown, 2021).

Dans le cadre de notre mémoire, notre objectif est d’explorer I’hypothése et d’évaluer les
avantages potentiels de 1’utilisation de la mélasse dans la production de bioéthanol, en mettant
en ceuvre le procédé de fermentation anaérobie avec la souche de levures Saccharomyces cerevi-
siae. Afin de surveiller les changements biochimiques et d’évaluer la qualité de la fermentation,
nous avons réalisé des analyses physicochimiques et biochimiques sur la mélasse avant et apres
la fermentation alcoolique. Ces analyses comprenaient le dosage des sucres totaux et la mesure
de la densité de I’éthanol. En outre, une hydrodistillation a été effectuée pour récupérer le bioé-
thanol, et nous avons également réalisé des analyses pour évaluer la qualité de 1’éthanol obtenu

apres ce processus.
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| Généralités

1 La mélasse

1.1 Définition

La mélasse de canne a sucre est un sous-produit du raffinage du sucre qui est obtenu lors

de la cristallisation du sirop de canne a sucre. Elle est couramment utilisée comme alimentation
animale ou comme source de biomasse pour la production d’éthanol, de glutamate et d’acide
lactique. La mélasse contient également plusieurs composants phénoliques dérivés de la canne
a sucre, ainsi que des quantités élevées de sucre et de minéraux (Meghana and Shastri, 2020 ;
Formann et al., 2020).
La mélasse de canne a sucre est principalement composée de saccharose, d’eau, de minéraux
tels que le calcium, le fer, le potassium, le magnésium et le manganese, ainsi que d’antioxydants
tels que les polyphénols. Cependant, en raison de sa teneur élevée en sucre, il est recommandé
de consommer la mélasse avec moderation, surtout pour les personnes atteintes de diabéte ou
ayant des restrictions alimentaires liées au sucre.(Meghana and Shastri, 2020 ; Formann et al.,
2020)

1.2 Utilisations

La mélasse est utilisée dans les secteurs industriels (Gopal and Kammen, 2009), alimen-
taires (Mordenti et al., 2021) et pharmaceutiques (Jamir et al., 2021) pour la synthése de divers
produits d’intérét. On peut citer :

— Alcool.

— Culture de levures.

— Aliments de bétails.

— Arbémes.

— Produits Pharmaceutiques (gel hydroalcoolique).
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2 Le bioéthanol

2.1 Deéfinition

Le bioéthanol est produit par la bioconversion fermentaire du sucre par des microorganismes,

principalement des levures (Balat, 2011).

L’utilisation du bioéthanol comme carburant présente plusieurs avantages notables par rap-
port a I’essence. Tout d’abord, le bioéthanol est moins toxique que ’essence et sa combustion
génere une plus grande quantité d’autres gaz. En outre, il peut servir d’oxygénateur pour 1’es-
sence, réduisant ainsi les émissions polluantes. Enfin, sa température d’inflammation est plus
¢levée que celle de I’essence, ce qui le rend plus sir a utiliser. L’éthanol produit a partir de la
fermentation de sucres contenus dans les végétaux est un biocarburant prometteur pour rempla-

cer I’essence en raison de son grand potentiel (Basso et al., 2011).

Il est possible de classifier les matiéres premieres veégétales alcooligénes en trois catégories
en raison de leur grande diversité :

— les plantes sacchariferes comme la betterave et canne a sucre.

— les plantes amylacées comme les céréales.

— les dérivés des plantes lignocellulosique comme le bois, la paille mais aussi les déchets

de I’industrie papetiere.

Le bioéthanol produit a partir des deux premieres filiéres est considéré comme étant de pre-
miére génération, car les techniques de production ont été largement maitrisées. La biomasse
lignocellulosique, qui est 1’une des principales sources renouvelables disponibles sur la planete,
est une option importante pour la production de bioéthanol de deuxieme génération (Humbird
et al., 2011).

Le bioéthanol peut notamment étre subdivisé en trois générations :

1. Premiére génération : Elle est produite a partir de matieres premieres alimentaires telles
que le mais, la canne a sucre et le blé. Ce processus de production est bien établi et utilisé a
grande échelle dans de nombreux pays. Cependant, I’utilisation de cultures alimentaires
pour la production de biocarburants a soulevé des préoccupations quant a la sécurité

alimentaire et a la compétition avec les cultures destinées a I’alimentation humaine (Ta-

4



Chapitre I. Géneralités

herzadeh, 2007 ; Zyaykina, 2017).

2. Deuxiéme génération : Elle est produite & partir de matiéres premiéres non alimentaires,
telles que les résidus agricoles, les déchets forestiers et les cultures énergétiques spéci-
fiques, comme le miscanthus et le panic érigé. Ces matieres premiéres lignocellulosiques
nécessitent des technologies de conversion plus avancées, telles que la prétraitement, la
saccharification enzymatique et la fermentation (Zhang and Lynd, 2004 ; Sarkar et al.,
2012)

3. Troisieme génération : Elle est en cours de développement et implique 1'utilisation de
microorganismes génétiquement modifiés pour produire du bioéthanol a partir de ma-
tieres premiéres non alimentaires telles que les algues. Les algues présentent un potentiel
élevé en raison de leur croissance rapide et de leur teneur élevée en huiles et en sucres
(Chisti, 2007 ; Pienkos and Darzins, 2009).

2.2 Utilisations

La fermentation du sucres ou de la mélasse, suivie d’une distillation, produit de 1’alcool
(bioéthanol) ainsi qu’un résidu riche en azote appelé vinasse, qui est généralement utilisé¢ pour

I’alimentation du bétail ou la fertilisation des sols.

Le bioéthanol est employé non seulement comme biocarburant dans des moteurs fonction-
nant a I’essence, mais il sert également de base pour la fabrication d’un additif sans plomb pour
I’essence. A long terme, il pourrait constituer une source d’énergie pour les piles & combustible.
L’alcool est couramment utilisé dans I’industrie alimentaire, les boissons, les produits d’hygiéne
et pharmaceutiques, les détergents, les revétements, les encres, les peintures, les adhésifs et pour
la production d’autres produits chimiques. Il est également un solvant chimique qui trouve de

multiples applications.

Il permet en outre de synthétiser indirectement des acétates tels que ’acétate d’éthyle, de
butyle, d’octyle (plastifiant) et d’éthyléne glycol pour I’enrobage et comme solvant de peintures,
I’acétate cellulosique pour les fils textiles et les filtres de cigarettes, et I’acétate de polyvinyle

pour les treillis et la résine Elvers et al. (1991).
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3 Saccharomyces cerevisiae

Les levures sont des champignons unicellulaires dont la forme varie entre sphérique et cy-
lindrique, avec des apicules et des tailles ne dépassant pas 6 a 8 milliémes de millimetre. Ces
champignons présentent des ascospores dans des asques a paroi lisse, avec une quantité de 1 a 4
par asque. Au microscope électronique, les levures révelent une paroi cellulaire, une membrane
cytoplasmique, un cytoplasme, un noyau, des vacuoles, des ribosomes et des mitochondries
(fig. 1), (Walker, 1998 ; Feldmann, 2011).
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Figure 1 — Sacharomyces cerevisiae (Chebli, 2016)

Le genre Saccharomyces regroupe la plupart des levures utiles, notamment la levure de
boulangerie et la levure de biere. L’espece la plus couramment utilisée par ’homme est Sac-
charomyces cervisiae, qui est capable de réaliser la fermentation alcoolique, produisant ainsi de

I’alcool éthylique et du gaz carbonique en tant que produits finaux (Alberts et al., 2002).

3.1 Taxonomie

La place de la levure de boulangerie Saccharomyces cerevisiae dans la classification :
(@) Régne :champignons

(b) Embranchement : fungi

(c) Sous embranchement : Eumycetes

(d) Classe : Ascomyceétes

(e) Sous Classe : Hémi-ascomycétes
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(f) Ordre : Endomycétales

(9) Famille : saccharomycetaceae

(h) Sous famille : saccharomycetoideae

(i) Genre : Saccharomyces

() Espece : Saccharomyces cerevisiae
(Kurtzman et al., 2011)

3.2 Nutrition et les conditions de culture

Les levures sont des organismes hétérotrophes dont la croissance dépend de la présence de
composés organiques. Ces composés fournissent a la fois 1’énergie nécessaire a leur métabolisme
et du carbone assimilable sous forme de sucres. En plus de cela, les levures ont également besoin

d’une source d’azote, de sels minéraux et de vitamines pour se developper (Larpent, 1991).

3.2.1 Source de carbone

Il a été rapporté que Saccharomyces cerevisiae est une espece hétérotrophe qui nécessite
une source de carbone pour sa croissance comme le sucre, qui agit également comme sa source

d’¢énergie. (Verduyn et al., 1992).

3.2.2 Azote

L’azote peut étre introduit dans un systéme biologique en utilisant des composes tels que
’urée, le sulfate d’ammonium ou le dihydrogénophosphate d’ammonium (Smith, 2010). L’azote
joue un rdle essentiel dans la synthese de molécules simples et de macromolécules nécessaires au
bon fonctionnement des cellules (Jones, 2015). Bien que la plupart des levures soient capables
d’utiliser des sources d’azote minéral simple, elles peuvent également métaboliser différents

composeés organiques tels que les acides aminés et les peptides (Johnson, 2018).

3.2.3 Sels et Minéraux

Les levures ont besoin de sels minéraux tels que le phosphore, le potassium, le calcium, le
magneésium, le cuivre et le manganése pour leur croissance et leur multiplication. La carence en
ces éléments peut avoir des conséquences négatives sur la fermentation. Cependant, a 1’excep-
tion du phosphore, ces minéraux sont généralement présents en quantité suffisante dans divers

milieux carbonés comme la mélasse (Bakker and Clarke, 2011).
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3.3 Avantages de la souche en industrie

La souche utilisée en industrie présente plusieurs avantages significatifs. Tout d’abord, elle
doit étre capable de tolérer de fortes concentrations d’éthanol, pouvant atteindre 10 & 12% en
volume. De plus, elle supporte des niveaux €levés de sucres, ce qui est bénéfique dans le pro-
cessus de production. La souche est également résistante aux pressions osmotiques élevées, ce
qui contribue a sa stabilité. En parlant de stabilité, elle a fait ses preuves a I’échelle industrielle,
démontrant ainsi sa fiabilité et sa capacité a étre utilisée de maniere efficace et constante. De
plus, la récupération des souches est aisée grace a des méthodes telles que la centrifugation ou
la filtration, permettant leur recyclage. Enfin, la souche est capable de fermenter les sucres dans
des conditions de pH acide, ce qui reéduit le risque de contaminations microbiennes et accélére

le processus de fermentation en seulement 3 a 4 heures (Larpent, 1991).

3.4 Fermentation alcoolique

La fermentation alcoolique implique un processus complexe impliquant des phénomeénes
physiques, biochimiques et biologiques, qui conduit a la conversion des jus de fruits ou de so-
lutions sucrées en vin. Ce processus est rendu possible par I’action des levures, en particulier
Saccharomyces cerevisiae, qui transforment les sucres contenus dans le modt, tels que le glucose
et le fructose, en éthanol et en dioxyde de carbone. Dans le cas d’une fermentation alcoolique en
batch, environ 30 a 35 % de la source de carbone est convertie en biomasse cellulaire, tandis que
50% des glucides sont transformés en éthanol. Les sucres restants sont utilisés pour produire de
I’énergie et entretenir les cellules. la fermentation alcoolique peut étre divisée en deux étapes
distinctes. La premiére étape est caractérisée par la croissance de la biomasse, simultanément a

la production d’éthanol (Margaritis and Merchant, 1990).

3.5 Parametres de fermentation

3.5.1 Composition du milieu

La cellule de levure nécessite plus qu’une simple source de carbone pour fonctionner correc-
tement. En plus de la source de carbone, la cellule a également besoin d’une source d’azote, de
phosphore et de soufre sous forme de sels minéraux, ainsi que de vitamines. Ces éléments sont

nécessaires pour que la cellule puisse synthétiser ses composes, maintenir le fonctionnement de
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ses enzymes et influencer la productivité de la levure (Eide et al., 2005; Walker and Stewart,
2016).

3.5.2 L’éthanol

La principale considération lors de la selection des souches de levures performantes est leur
aptitude a résister a des niveaux €élevés d’éthanol. En effet, I’éthanol peut potentiellement limiter
la croissance et la capacité de fermentation des micro-organismes, et constitue ainsi le principal
facteur limitant de la fermentation alcoolique en raison de son effet inhibiteur sur les processus

métaboliques des micro-organismes (Pretorius, 2000).

3.5.3 Temperature

La plage de température idéale pour la croissance de Saccharomyces cerevisiae se situe entre
30 et 33°C. Il a été observé que I’augmentation de la température jusqu’a cette plage optimale

peut réduire le temps de fermentation (Varela and Borneman, 2017).

3.5.4 Oxygene

La présence d’une légere aération dans un milieu de culture favorise le développement des
micro-organismes et augmente la résistance des souches d’éthanol aux conditions de stress. Cette
méme aération a également été associée a une augmentation du rendement de conversion des

sucres en éthanol (Caspeta et al., 2014).

3.5.5 Pression osmotique

Lorsque les concentrations de sucres dans le milieu de culture sont élevées, cela peut induire

un stress osmotique sur les levures en phase de croissance Boer et al. (2010).

3.5.6 Acidité

On observe une diminution de la vitesse de croissance des levures a mesure que I’acidité
augmente. Cette diminution devient nulle lorsque la concentration en équivalent acide sulfu-
rique atteint 5 g/L. La mesure de I’acidité est un paramétre important a prendre en compte en
complément du pH, et son niveau dépend du modt utilisé. Pour obtenir un développement op-
timal de la levure tout en maintenant un effet bactériostatique, il est recommandé de viser une

acidité comprise entre 1,5 et 2,5 g/L(Narendranath and Power, 2005).
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3.5.7 L’inoculum

La quantité d’inoculum utilisée lors de la fermentation a un réle crucial dans sa durée, contri-
buant ainsi a réduire le stress induit par 1’éthanol en limitant le temps d’exposition. Des quantités
importantes d’inoculum, d’environ 20 g/L, peuvent réduire le temps de latence et le temps to-
tal de fermentation jusqu’a 80%, tout en augmentant la résistance des levures a 1’éthanol et a
la pression osmotique, ainsi que le maintien d’une viabilité cellulaire élevée tout au long de la

fermentation (Strehaiano et al., 1983; Kundiyana et al., 2010; Yan et al., 2013).

3.6 Meétabolisme de syntheése ethanolique

La conversion du glucose en éthanol est réalisée par des enzymes en absence d’oxygeéne

selon la réaction illustrée dans la fig. 2.

D-Glucoss

Acétakdéhyde

i
NADIH» H* )
fol B
HAL® ESMNOanDQenase

Y
CHy
Ethiano

Figure 2 — Réaction de synthése de I’éthanol
[(Racker, 1974)]

On en déduit que 100 g de glucose permettent théoriquement de produire 51,1 g d’éthanol et
48.9 d’oxyde de carbone .en pratique, on obtient 47,2 g d’éthanol, équivalent & 59,1 mL d’étha-
nol & 100°C ou 62,44 mL d’éthanol & 95°C (éthanol hydraté).
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La production de bioéthanol a partir de monosaccharides ou de disaccharides est considé-
rée comme la méthode la plus simple pour obtenir du bioéthanol. Cependant, les levures ont la
capacité d’utiliser les polysaccharides comme source de carbone a condition qu’elles possédent
les hydrolases nécessaires pour dépolymériser ces composés. La glycolyse est la premiére étape

importante de la fermentation alcoolique des levures (Gibson and Liti, 2015).

Il a été démontré que la levure Saccharomyces cerevisiae possede la capacité d’hydrolyser
le saccharose, un disaccharide, et de libérer les deux sucres simples dont il est compose, & savoir

le glucose et le fructose.

3.6.1 Glycolyse

La glycolyse est une voie métabolique fondamentale qui se produit dans le cytoplasme des
cellules et qui permet la degradation du glucose en pyruvate. Ce processus se deroule en plusieurs

étapes, chacune catalysée par des enzymes spécifiques (fig. 3).

faie J—
san q
o Ceuule«:: . |
: A dinws :
: ATP ADP f ATP ADP ATP ADP e
Glucose——s- GI::LJ-GEF' —= Glyrolyse —'—1- Gl L—l—-—:-F F'L-l- RediP I a——
- foeplate ¥omimve  pheglefrelinsn
[leceraldeh\,fdn}BF']
Tk 2 N"“\l: Pi
+
—GF 25DP 28TP 2 MADH, h 23 S
LR Sic 5 pyruvate 2(1- 3 diphosphoglycérate)
PFi N . 28DP oo
UDP-Glucose IMRD IMDHH 3 ATP
glyComene .
.?:ﬁ? e 2(Fphosphooly cerate)
Glyeogine 2ATP 2ADP
(PEF)2 ~—(Z-phosphogihyc érate) 2 e———"
PyTosk hinwo

Figure 3 —schéma global de la glucolyse
[(Anton et al., 2018)]

Au cours de la glycolyse, une molécule de glucose a six carbones est convertie en deux
molécules de pyruvate a trois carbones. Ce processus implique des réactions de phosphorylation,
d’isomérisation et de décarboxylation. La premiére étape est la phosphorylation du glucose, qui
est catalysée par ’enzyme hexokinase et nécessite I’apport d’une molécule d’ATP. Le glucose-6-

phosphate ainsi formé subit ensuite une série de réactions chimiques pour produire du pyruvate.
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La glycolyse est un processus anaerobie, ce qui signifie qu’elle peut se dérouler en I’absence
d’oxygene. Cependant, en présence d’oxygene, le pyruvate peut entrer dans le cycle de Krebs
et étre oxydé pour produire de I’ATP supplémentaire lors de la respiration cellulaire.

La glycolyse est régulée par différents mécanismes de contrle, notamment 1’inhibition com-
pétitive par les produits finaux de la voie, tels que I’ATP et le pyruvate. Des régulateurs alloste-
riques, tels que le fructose-2,6-bisphosphate, jouent également un réle clé dans la régulation de
la glycolyse.

La glycolyse est une voie métabolique essentielle dans de nombreux types de cellules, car
elle fournit de I’énergie sous forme d’ATP et des précurseurs métaboliques pour d’autres voies
métaboliques. Elle est également impliquée dans la régulation de la croissance cellulaire, la

différenciation cellulaire et d’autres processus cellulaires (Berg, 2007).

Glucose + 2 ATP + 2 NAD + 2Pi ——— 2 Pyruvate + 2 NADH + 4 ATP

3.6.2 Reactions de transformation du pyruvate en éthanol

Lors de la fermentation alcoolique, I’acide pyruvique est décarboxylé en CO2 et acétaldé-
hyde par I’enzyme pyruvate décarboxylase. Dans une deuxieme étape, 1’acétaldéhyde est réduit
en éthanol gréce a I’alcool déshydrogénase, ce qui permet la réoxydation du NADH (Liang

et al., 2011).

3.7 Avantages et inconvénients du bioethanol comme carburant

Le bioéthanol est un carburant renouvelable produit a partir de matieres premieres telles que
la canne a sucre, le mais et autres céréales. L’utilisation de bioéthanol en tant que carburant a
suscité un débat passionné sur ses avantages et ses inconvénients. Voici quelques avantages et

inconvénients de 1’utilisation de hioéthanol comme carburant.

3.8 Avantages

1. Ressource renouvelable : La mélasse de canne a sucre est un sous-produit de I’industrie
sucriére et sa production est liée a la culture de la canne a sucre, qui est une culture
renouvelable. Par conséquent, son utilisation pour la production de bioéthanol permet de
tirer parti d’une ressource renouvelable plut6t que de dépendre des combustibles fossiles

non renouvelables.

12
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2. Réduction des émissions de gaz a effet de serre : Le bioéthanol produit & partir de mélasse
de canne a sucre peut présenter des émissions de gaz a effet de serre réduites par rapport
aux carburants fossiles. Selon les études, 1'utilisation de bioéthanol peut contribuer a
réduire les emissions de CO2 et & atténuer les impacts du changement climatique (Chen,
2016).

3. Valorisation d’un sous-produit : La production de sucre a partir de la canne a sucre génére
de la mélasse en tant que sous-produit. L utilisation de cette mélasse pour la production
de bioéthanol permet de valoriser un sous-produit qui autrement pourrait étre considéré
comme un déchet. Cela contribue a une utilisation plus efficace des ressources agricoles
(Sgarbieri, 2014).

4. Effets economiques et développement rural : La production de bioéthanol a partir de
mélasse de canne a sucre peut créer des opportunités economiques et contribuer au dé-
veloppement rural. Elle peut genérer des revenus supplémentaires pour les agriculteurs
et les industries sucriéres, tout en favorisant la création d’emplois dans les régions pro-

ductrices de canne a sucre (Gheewala, 2008).

Ces avantages sont bases sur des considérations générales et peuvent varier en fonction

des contextes spécifiques et des pratiques de production mises en ceuvre (Chen, 2016).

3.9 Inconvénients

1. Concurrence avec la production alimentaire : La production de bioéthanol peut entrainer
une concurrence avec la production alimentaire. Selon une étude réalisée par le Pro-
gramme des Nations Unies pour ’environnement (PNUE), la production de bioéthanol

peut avoir un impact négatif sur la sécurité alimentaire (Demirbas, 2008).

2. Colt élevé : Le codt de production de bioéthanol est actuellement plus élevé que celui
de I’essence. Les consommateurs peuvent étre réticents a payer un prix plus élevé pour

le bioéthanol.

3. Impacts environnementaux de la production de bioéthanol : La production de bioéthanol
peut avoir des impacts environnementaux négatifs tels que la déforestation, la pollution

de I’eau et la perte de biodiversité.

13
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3.10 Procédure de production

La production de bioéthanol a partir de matieres premieres telles que le mais, la canne a sucre
ou la betterave a sucre suit un schéma procédural bien défini (fig. 4). Tout d’abord, les matiéres
premieres sont broyées pour obtenir une pate. Ensuite, cette pate subit un traitement thermique
afin de décomposer I’amidon en sucres simples, notamment le glucose. Les sucres obtenus sont
ensuite fermentés par des levures, donnant ainsi naissance a de 1’éthanol. Pour séparer 1’éthanol
de I’eau et des impuretés, une distillation est effectuée. Enfin, I’éthanol est déshydraté pour

atteindre un niveau élevé de pureté (Arimi et al., 2014).

BACTERIES

COPRODUITS AGRICOLES ;
ET FORESTIERS P:;OMAS%E CW;GHONS
RESIDUS TRAST
BIOMASSE DEDIEE PRETRAITEMENT ENZYMES
DISTILLATION

HYDROLYSE v

ENZYMATIQUE L8

FERMENTESCIBLE

ETHANOL <=

FERMENTATION LEVURES

Figure 4 — Schéma globale de la procédure de production de bioéthanol
[(Fennouche, 2017)]

3.11 Hydrodistillation

La distillation par entrainement a la vapeur d’eau, également connue sous le nom d’hydro-
distillation (fig. 5), est une méthode d’extraction de composés volatils a partir de matieres pre-
mieres végétales. Cette méthode est largement utilisée dans I’industrie pour extraire des huiles

essen- tielles, des arbmes et des parfums a partir de plantes. Cependant, cette technique peut
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également étre utilisée pour récupérer des produits a partir de matiéres premieres telles que la
mélasse pour la production de bioéthanol. L hydrodistillation est une méthode alternative a la
distillation traditionnelle pour la récupé- ration de la mélasse. Cette méthode consiste & chauffer
de I’eau dans un appareil de distillation, puis a placer la mélasse dans un compartiment séparé.
La vapeur d’eau est ensuite dirigée a travers la mélasse, entrainant les composants volatils avec
elle. Les composants volatils sont ensuite condensés dans un condenseur et collectés sous forme
liquide. (Banerjee R, 2018).

Reéfrigérant { ou condenseur)

Thermometre ——»

Erdenmeyer
Deécoction
Chauffe-ballon Huile essentielle +

eau

AT oo
Support élévateur ’/_,v.

Figure 5 — Schéma représentatif du processus d’hydrodistillation
[(Théo, 2014)]
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I Matériel et méthodes

1 Matériel biologique

La souche Saccharomyces cerevisiae utilisée dans ce travail pratique est une levure de biere
qui a été fournie sous forme lyophilisée par I’entreprise de B.S.A (brasserie star d’Algérie, El-

kseur).

La mélasse est un sous-produit obtenu lors de ’extraction du sucre a partir du jus de canne

a sucre dans la raffinerie de sucre de Cevital.

2 Analyse physico-chimique de la mélasse pure de «CEVI-

TAL»

Ensemble de ces analyses est effectué au niveau de laboratoire d’analyse physico-chimique
de raffinerie du sucre de «CEVITAL».

2.1 Brix

(a) Principe : Le Brix fait référence a la mesure de la concentration de sucre dans une so-
lution a I’aide d’un réfractométre. Cette mesure est exprimée en degrés Brix (°Brix). Le
principe de Brix est basé sur la réfraction de la lumiére a travers une solution sucrée, qui
dépend de la concentration de sucre dans la solution. Plus la concentration de sucre est
élevée, plus la réfraction de la lumiere est importante. Le degré Brix est donc une mesure
indirecte de la concentration de sucre dans une solution. Cette mesure est couramment
utilisée dans I’industrie alimentaire pour mesurer la teneur en sucre des jus de fruits, des

sirops, des confitures, des vins et autres produits sucrés (JHA and MATSUOKA, 2000).

(b) Mode opératoire :
L’échantillon de mélasse a été dilué dix fois avant d’étre versé dans un réfractomeétre

thermostaté a 20°C. Ensuite, la valeur obtenue a été lue.
La mesure de brix se fait par la relation suivante :

Brix % = lecture au réfractométre x le facteur de dilution
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Figure 6 — Brixmétre

2.2 Polarisation

(@)

(b)

Principe : La polarisation de la lumiére est basé sur le fait que la lumiéere est une onde
électromagnétique qui vibre dans toutes les directions perpendiculaires a la direction
de propagation. La polarisation de la lumiére se réfere a la direction de vibration de
ces ondes ¢lectromagnétiques. Dans I’industrie du sucre, le polarimetre est utilisé pour
mesurer la teneur en sucre dans les solutions sucrées. La mesure de la teneur en sucre est
importante car elle affecte la qualité et la valeur du produit final, ainsi que son utilisation
dans d’autres produits alimentaires.Le principe de base du polarimetre dans 1’industrie
du sucre est similaire a celui décrit précédemment. Lorsque la lumiére polarisée traverse
une solution sucrée, la polarisation de la lumiére est modifiée en raison de I’interaction
de la lumiére avec les molécules de sucre dissoutes dans la solution. La quantité de
modification de la polarisation est proportionnelle a la quantité de sucre dans la solution
(Bahaa E. A. Saleh, 2019).

Mode opératoire :
L’échantillon de mélasse a été dilué dix fois avant qu’une quantité de la solution soit

versée dans un polarimetre. Ensuite, la valeur obtenue a été lue.

Polarisation % = lecture au polarimeétre x le facteur de dilution
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Figure 7 — Polarimétre

2.3 Pureté

Se calcule comme suit :

A 04 — Polarisation
La pureté % T ouof x 100

En utilisant cette formule, la polarisation optique de la solution est divisée par la concentration de
sucre en degrés Brix, puis le résultat est multiplié par 100 pour obtenir un pourcentage de pureté.
De cette maniere, une estimation de la proportion de sucre pur dans la solution sucrée peut étre
obtenue, en prenant en compte I’influence potentielle d’autres composants sur la polarisation

optique (Honig, 1953).

3 Fermentation éthanolique de la mélasse

3.1 Mode opératoire

Pour préparer I’inoculum, il a été mesuré 1 gramme de levures Saccharomyces cerevisiae,1
gramme de glucose et 10 mL d’eau minérale, qui ont ensuite été mélangés et incubés pendant 12
heures, puis une seconde fois pendant 30 minutes. Ensuite, I’inoculum a été ajouté a un bécher
stérile contenant 50 grammes de mélasse et 450 mL d’eau minérale. Les béchers ont été agités
a ’aide d’un agitateur magnétique pour favoriser la croissance des levures, puis ont été placés
dans un bain-marie agitateur réglé a une température ambiante de 28°C. Les solutions ont été
incubées pendant 7 jours a une température constante de 28°C pour permettre la croissance des
levures (Girio et al., 2010).

Remarques :
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— Il est important de travailler de maniere stérile pour éviter toute contamination de la

solution.

— La quantité de levures choisie peut avoir un impact sur la vitesse et le rendement de la

fermentation.

4 Dosage des sucres totaux par méthode d’anthrone

(@)

(b)

Principe : Le dosage des sucres totaux par méthode d’anthrone consiste a réagir 1’an-
throne, un composé organique, avec les sucres présents dans 1’échantillon pour former
un complexe coloré. La quantité de complexe formé est ensuite mesurée a I’aide d’un
spectrophotometre, qui permet de déterminer la concentration des sucres totaux dans
I’échantillon. Cette méthode est couramment utilisée en biochimie pour mesurer la te-
neur en sucres dans des échantillons tels que des extraits de plantes ou des solutions
de culture de cellules. Elle est considérée comme une méthode simple, rapide et fiable
pour déterminer les sucres totaux dans une grande variété d’échantillons biologiques.
La méthode d’anthrone nécessite une référence, généralement une solution de glucose,
pour établir une courbe d’étalonnage et permettre la quantification des sucres totaux dans

I’échantillon (Preston, 2007).

Mode opératoire :

La solution d’anthrone a été préparée en dissolvant 2 g d’anthrone dans 100 mL d’acide
sulfurique concentré, suivie de 1’ajout de 1 mL de mélasse pure diluée a 1/10* et 1 mL de
mélasse apres fermentation éthanolique diluée a 1/10% dans des tubes a essai contenant 2
mL du réactif d’anthrone, qui ont ensuite été incubés dans un bain-marie a 100°C pendant
10 minutes, suivis de la mesure de ’absorbance de chaque échantillon a 625 nm aprés
refroidissement des tubes, avec une courbe d’étalonnage préparée a partir d’une solution
de glucose pur ayant des dilutions de 0.2 mg/mL, 0.4 mg/mL, 0.6 mg/mL, 0.8mg/mL, et

le protocole a été répété pour un total de trois essais et tubes par échantillon.
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5 Procédé de distillation

Aprés la fermentation, il est nécessaire d’effectuer une distillation pour extraire 1’éthanol
ou le bioéthanol a partir du mott fermenté. Dans le cadre de ce projet, I’hydrodistillation a été
choisi. Le matériel utilisé comprend un ballon de 500 mL contenant 100 mL de mo(t fermenté,
un coude de 90°C, un réfrigérant droit et un erlenmeyer pour la récupération du distillat. De

plus, un chauffe-ballon réglé a 70°C est utiliseé.

Remarque : Deux échantillons ont été spécialement préparé pour la distillation, avec une
attention particuliére accordée a leur préparation. La composition des échantillons a été rendu
identique, en effectuant une inoculation de levures et de glucose pendant 30 minutes pour I'un
d’eux, tandis que pour I’autre, cette inoculation a été prolongé pendant 12 heures avant d’étre
ajoutée au milieu de fermentation. La fermentation a été soigneusement mené pendant 7 jours,
a une température de 28°C.

La pureté de 1’é¢thanol dans un échantillon récupére apres la distillation peut étre déterminée
a I’aide de la mesure de densité réalisée a 1’aide d’un densimétre, suivi du calcul de la densité
de la solution.

Densité de I’éthanol = (Masse de I’éthanol / Volume de I’éthanol) / Densité de I’eau
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6 Analyse de I’éthanol par spectroscopie infrarouge

(@)

(b)

Principe : L’analyse par spectroscopie infrarouge est de mesurer I’absorption d’ondes
électromagnétiques infrarouges par un échantillon, ce qui permet d’obtenir des informa-
tions sur la structure moléculaire de 1’échantillon. Cette technique est basée sur le fait que
les molécules absorbent de I’énergie dans des régions spécifiques du spectre infrarouge
en raison des vibrations de liaison moléculaire qui générent des moments dipolaires va-
riables. Les spectres infrarouges sont comparés a des spectres de référence pour identifier

les groupes fonctionnels présents dans 1’échantillon (Griffiths and de Haseth, 2007).

Mode opératoire :

Une solution d’éthanol est préparée dans un solvant approprié, tel que I’eau, pour 1’ana-
lyse par spectroscopie infrarouge. Une cellule a fenétre en KBr transparente dans la ré-
gion infrarouge est utilisée pour la mesure. Avant I’analyse, I’instrument est calibré avec
un échantillon de référence d’éthanol de concentration connue pour une mesure preécise,
avec les conditions de mesure, telles que la résolution et le temps d’intégration, optimi-
sées a ce stade. Ensuite, I’échantillon est place dans la cellule de mesure et I’analyse est
effectuée en utilisant les conditions optimisees, avec plusieurs mesures effectuées pour
minimiser les erreurs et assurer la précision de la mesure. Les données spectrales obte-
nues sont analysées pour identifier les pics caractéristiques de 1’éthanol dans la région
infrarouge, tels que ceux a environ 1050 cm™ pour la bande C-O et a environ 3300

cm™" pour la bande O-H.

Remarque : Les conditions de mesure, telles que la résolution et le temps d’intégration,

sont également optimisées a ce stade.

Ensuite, nous placons 1’échantillon dans la cellule de mesure et effectuons I’analyse en

utilisant les conditions optimisées.

Nous effectuons plusieurs mesures pour minimiser les erreurs et assurer la précision de

la mesure.
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7 Analyse statistique (Analyses en Composantes Principales

(ACP))

L’ ACP est une méthode statistique largement utilisée pour explorer et analyser la structure
des données multidimensionnelles. Elle vise a réduire la dimensionnalité des données tout en
préservant autant d’informations que possible. Le principe de I’ ACP repose sur la construction
de nouvelles variables, appelées composantes principales, qui sont des combinaisons linéaires
des variables d’origine. Ces composantes principales sont ordonnées de telle sorte que la pre-
miere capture le maximum de variance dans les données, la deuxiéme capture le maximum de

variance restante, et ainsi de suite.

L’ACP permet de visualiser graphiquement les relations entre les observations et les va-
riables, en réduisant le nombre de dimensions du probleme. Elle est souvent utilisée pour sim-
plifier la compréhension des données complexes et pour détecter des motifs ou des structures
cachées (Jolliffe, 2002).

Une ACP est un outil trés puissant pour résumer les informations, et c’est agréable a avoir.
De grandes quantités de données quantitatives qui doivent étre traitées et interprétées. Son but
principal est Analyser les relations entre les variables et identifier les différents états plus fort
que les autres (Guerrien, 2003). Notre étude, repose sur une ACP realisée avec le logiciel XL-

STAT, qui porte sur analyse de deux parametres sur un ensemble d’échantillons.
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11 Résultat et discussion

1 Analyses physico-chimiques

Tableau I — Résultats des analyses physico-chimiques de la mélasse.

= z“z“Z;Z:Z Brix%o | Pol% | Pureté% | pH
2303097603 3% | L | 996l | 59
2303107603 e e o
2202127602 920 | w7 | ss2r | sis
2303207601 70 | sz | st | 7%
2303217601 oo 1w | e | o
230323T601 gg:ig 23;2‘7’ 33%2 3%

On a observé que la récupération de la mélasse dans la section de cristallisation se produira

systématiquement a chaque diminution du pourcentage de brix, avec une moyenne de 59%.

Les résultats d’analyse de la mélasse révelent une relation étroite et significative entre le
Brix, la Polarisation et la Pureté. Les valeurs moyennes de 59% pour le Brix et la Polarisation,
ainsi que la pureté de 99%, témoignent de I’interdépendance de ces paramétres et confirment
la bonne qualité de la mélasse. Un Brix élevé est associé a une concentration élevée de solides
solubles, ce qui indique généralement une teneur en sucre élevée dans la mélasse. De méme, une
Polarisation elevée refléte une quantité significative de saccharose dans la mélasse. La pureté de
99% souligne que la mélasse est extrémement pure, avec une proportion élevée de saccharose
par rapport aux impuretés. Ces résultats sont cohérantes avec les résultats de 1’auteure (Gopal
and Kammen, 2009), suggérent que la mélasse pourrait trouver une utilisation précieuse dans
diverses industries, ou une teneur en sucre élevée et une pureté supérieure sont recherchées pour

des produits finis de qualité.
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2 ldentification et calcul de la densité, concentration et pureté

de bioéthanol obtenu

L’estimation de la pureté de 1I’éthanol en fonction de la densité de la solution peut étre faci-

litée par I'utilisation d’un tableau de concentration gravimétrique spécifique (voir annexe 6).

Tableau Il — Mesures de densité et pureté du bioéthanol

Echantillons Densité Concertation Pureté du bioé-
gravimétrique thanol (%)
specifique tempé-
ratures 30° C

Echantillon aprés | 0.86859 0.86863 66%
30 minutes

Echantillon aprés | 0.82264 0.82264 85%
12 heures

Lors de ’analyse de la densité des échantillons, il a été observé que I’échantillon prélevé
aprés 30 minutes présentait une densité¢ de 0.86859, avec une pureté de I’éthanol de 66%. En
revanche, I’échantillon prélevé aprés 12 heures avait une densité de 0.82264, avec une pureté
de I’éthanol de 85%. Cette différence de pureté peut étre attribuée a plusieurs facteurs. Tout
d’abord, le temps d’incubation des levures avant la fermentation peut jouer un rdle important.
Les levures nécessitent un certain temps pour métaboliser les substances indésirables présentes
dans le substrat, ce qui peut influencer la pureté finale de 1’éthanol produit. Des études anté-
rieures ont montré que la composition chimique des substrats peut affecter la cinétique de fer-

mentation et donc la pureté de 1’éthanol (Zhang and Lynd, 2004).

De plus, la quantité de substrat fermenté peut varier entre les deux précultures. Si la quantité
de substrat disponible est insuffisante, la fermentation peut étre incompléte, entrainant une plus
grande présence d’impuretés dans 1’éthanol final. Par conséquent, une fermentation plus longue,
comme celle observée aprés 12 heures, peut permettre une meilleure conversion des sucres en

éthanol et une élimination plus efficace des impuretés (Kundiyana et al., 2010).
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3 Dénombrement des levures a ’aide de la chambre de Ma-

lassez

Mbre de cellules x 10N
[= 5]

Termps de fermentation
30 min 12h

Figure 8 — Evolution temporelle du nombre de levures lors de la fermentation mesurée avec la
méthode de la chambre de comptage de Malassez.

Au cours de la fermentation, on observe une diminution progressive du nombre de cellules
de levures de biére. Pour étudier ce phénomene, des mesures ont été prises a trois moments dif-
férents sur une période de 48 heures, s’étendant de 24 a 72 heures. Les résultats, comme indiqués
dans la fig. 8, démontrent une diminution de la quantité de levures Saccharomyces cerevisiae
dans les échantillons. Par exemple, 1’échantillon prélevé a 30 minutes a montré une réduction de
8x107 a 4x107 cellules, tandis que 1’échantillon prélevé a 12 heures a présenté une diminution
de 10x107 a 6x107 cellules. Ces observations sont en accord avec les résultats rapportés par

Garcia-Martinez. (2018).

Plusieurs facteurs peuvent expliquer cette diminution du nombre de cellules de levures. Tout
d’abord, il est possible que les sources de nutriments essentiels nécessaires a la croissance des
levures s’épuisent progressivement au cours de la fermentation. De plus, I’accumulation de me-
tabolites toxiques ou d’éthanol générés pendant la fermentation peut également contribuer a
cette diminution. Enfin, il est envisageable qu’une compétition se produise entre les différentes

souches de levures présentes dans le milieu de fermentation, ce qui entraine une diminution de
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la population des levures dominantes.

4 Croissance des levures lors de la fermentation

=1
4 o m

A
[ =)

[

HEURES
—— 30NN —8— 12H

Figure 9 — courbe de croissance des levures Saccharomyces cerevisiae lors la fermentation en
fonction du temps.

On peut observer différentes phases de croissance des levures au cours de la fermentation
alcoolique. Au départ, jusqu’a environ 28 heures de fermentation, la croissance des levures est
relativement lente, ce qui correspond a la phase de latence. Cette phase est caractérisée par une
adaptation des levures aux conditions environnementales et une préparation pour la croissance

active (Walker, 1998).

Entre 28 et 35 heures, on observe une augmentation significative de la densité optique (DO)
atteignant 1,52 pour la pré-culture de 12 heures et 1,491 pour la pré-culture de 30 minutes. Cette
période correspond a la phase exponentielle de croissance des levures, caractérisée par une mul-
tiplication cellulaire active et une consommation accrue des sucres disponibles dans le milieu
de fermentation. Les levures utilisent ces sucres comme source d’énergie pour métaboliser et

produire de I’alcool (Bisson and Butzke, 2000).
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Par la suite, on remarque une diminution de la densité des levures. Dans le cas de la pr-
éculture de 12 heures, la densité optique chute a 1,454 a I’heure 37, et atteint 0,064 & I’heure
72. Pour la pré-culture de 30 minutes, la densité optique diminue a 1,304 a I’heure 37, et atteint
0,981 a I’heure 72. Cette phase correspond a la phase de déclin de la croissance des levures. Les
levures ont épuisé une grande partie des sucres disponibles et les conditions de fermentation
deviennent moins favorables a leur croissance. a mesure que la fermentation progresse, 1’alcool
lui-méme peut devenir toxique pour les levures, ce qui entraine une diminution de leur viabilité
et une baisse de la densité optique. Cela marque le début de la phase de déclin ou la croissance

des levures ralentit et peut éventuellement cesser completement (Flickinger,2006).

Ces observations sont cohérentes avec les différentes phases de croissance des levures pen-
dant la fermentation alcoolique. Au départ, les levures sont en phase de latence, suivie par une
phase exponentielle de croissance, puis une phase de declin. Ces phases sont influencées par des
facteurs tels que la disponibilité des nutriments, la concentration en sucre, la température et le

pH (Swain et al., 2007).

4.1 Analyse de I’évolution de la teneur en sucre en fonction de temps

8
= 7
2 e ol
=
o) 5 T T
- 4
7 T
. 2 I T
> 2 I = ,T — "
0
50 0 50 100 150 200
Heures
—@—Sériel —@— Série2

Figure 10 — Teneur en sucre en fonction de temps

En utilisant la courbe d’étalonnage du glucose de concentration pure de 2 g/ml (voir annexe

20), la teneur en sucre a été mesuré en fonction du temps. Dans 1’objectif d’effectuer une analyse
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Figure 11 — Histogramme représentant la teneur en sucre avant et apres la fermentation

de la teneur en sucre pendant la fermentation (fig. 10), ainsi que de comparer la teneur en sucre
avant et apres la fermentation (fig. 11), Pour les pré-cultures de 30 minutes et de 12 heures, une
diminution significative de la teneur en sucre a été observée au cours de la fermentation de la
mélasse. La concentration initiale de sucre de 5,8 g/mL £ 0.01 a diminué respectivement pour
les deux pré-cultures a 1,52 g/mL et a 1,49 g/mL + 0,03 apres 166 heures. Cela est di a la
consom- mation du sucre (transformation du sucre en alcool au détriment de I’énergie libérée).
Lors de la fermentation alcoolique, plusieurs changements peuvent apparaitre : un dégagement
de gaz carbonique, une augmentation de la température et de la couleur, un changement d’odeur
et de saveur, et surtout une diminution de la densité (transformation du sucre en alcool) (Bu-
rillard L et al., 2016).

Ces résultats confirment que la fermentation alcoolique entraine une consommation du sucre,
qui est transformé en alcool au détriment de 1’énergie libérée. Cette observation est cohérente
avec les connaissances existantes sur la fermentation alcoolique, qui est caractérisée par une
diminution de la teneur en sucre au fil du temps. Tasi¢ et al. (2009) ; Arapoglou et al. (2010)
soutiennent cette interprétation en démontrant des variations de concentration en glucose lors

de I’hydrolyse de différentes sources d’amidon.
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La teneur en sucre avant et apreés la fermentation sur les deux précultures (pré-cultures de 12
heures et pré-culture de 30 minutes) est représentée par ce histogramme. Il est observé, avant
la fermentation, que celle-ci est mesurée a 5,8 g/ml + 0,05 de moins sur les deux échantillons.
Apres fermentation, la teneur en sucre a été réduite a 1,47 g/ml = 0,01 pour I’échantillon de
12 heures et a 1,6 + 0,02 pour la pré-culture de 30 minutes. Une diminution remarquable de la
teneur en sucre est constatée apres la fermentation, ce qui témoigne de la production d’éthanol.
Cette observation met en évidence la diminution significative de la teneur en sucre de la mélasse,
résultant de la dégradation du sucre par la consommation lors de la fermentation alcoolique et

de sa transformation au cours de la glycolyse pour la production d’éthanol (Kemp, 1967).

Les résultats des dosages des sucres démontrent que lors de la fermentation alcoolique, les
levures tirent leur énergie des sucres fermentescibles tels que le glucose et le fructose présents
dans la melasse. Ces sucres subissent une dégradation similaire, comme observé dans les figures
précedentes, et cela a été confirmé par les travaux de Mosher et al. (2017). Les levures méta-
bolisent ces sucres en utilisant une série de réactions enzymatiques, notamment la glycolyse, le
cycle de Krebs et la phosphorylation oxydative, afin de produire de I’énergie sous forme d’adé-
nosine triphosphate (ATP). Ce processus de dégradation des sucres par les levures est crucial

dans le contexte de la fermentation alcoolique.

5 Analyses spectroscopie infra-rouge

Selon la Table de données spectroscopiques — Spectres IR (voir annexe 6) ont déja identifié

Les bandes caractéristiques de I’ethanol 30 min et 12h et parmi elles on distingue

1. Pour I’éthanol de 12h :

— La bande entre 1200 et 1320 cm™, bande forte Caractéristique de la liaison C = O
de I’acide carboxylique.

— La bande entre 1700 — 1800 cm™, bande forte Caractéristique de la liaison C = O
de I’acide carboxylique.

— Labande entre 2900 43100 cm™, bande moyenne a forte caractéristique de la liaison
c-H de I’acide carboxylique.

— La bande entre 3100 a 3500 cm™, bande forte et large caractéristique de la liaison

O-Hy; (liaison hydrogéne) de I’alcool.
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Figure 12 — Spectre FTIR du bioéthanol obtenu a partir de la mélasse par distillation.

2. Pour I’éthanol de 30 min :

La bande entre 1000 et 1250, cm™, bande forte. Caractéristique de liaison C-C.

La bande entre 1630 et 1710 cm™, bande forte. Caractéristique de liaison C=0 des
amides.

La bande entre 2900 et 3100 cm™, bande moyenne a forte caractéristique de la liai-
son C-H de I’acide carboxylique.

La bande entre 3100 a 3500 cm™, bande forte et large caractéristique de la liaison

O-Hy; (liaison hydrogéne) de 1’alcool.

Le spectre IR montre une bande large et intense autour de 3432 cm™ chez I’éthanol produit

aprés 30 minutes et 12 heures, qui caractérise le groupement hydroxyle de I’alcool.

Les bandes caractéristiques de la mélasse 12h aprés distillation :

— La bande entre 1200 et 1320 cm™, bande forte Caractéristique de la liaison C = O de

I’acide carboxylique.

— La bande entre 1630 et 1710 cm™, bande forte caractéristique de la liaison C=0 des

amides.

— La bande entre 3050 et 3500 cm™, bande moyenne et large, caractéristique de la liaison

N-H des amides substitués.

Le spectre IR montre une bande large et intense autour de 3447 cm™ qui caractérise les amides
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Figure 13 — Spectre FTIR de la melasse restante apres distillation.

substitués (I’amidon), qui rentre dans la composition de la mélasse.

En comparant les résultats de notre analyse infrarouge avec les résultats trouvés dans 1’article
Abubakar K (2021)., nous avons constaté une similitude systématique. Dans les deux spectres
IR, nous avons observé la présence constante d’une bande large et intense autour de 3400 cm-1
jusqu’a 3500 cm-1, ce qui est cohérent avec la vibration de 1’hydroxyle (-OH) dans les molécules

d’alcool. Cette bande est généralement associée a I’étirement des liaisons hydrogene entre les

molécules d’alcool.
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6 Analyse statistique des echantillons

Les résultats de I’analyse statiques se trouve dans la matrice de corrélation suivante :

En faisant référence au tableau et au graphique en barres de valeurs propres, I’ACP montre

que 100% de la variance totale est représenté sur les axes 1 et 2, avec 95,88% pour I’axe 1 et

4,12% pour ’axe 2 (fig. 14).

Tableau 111 — Corrélation entre le nombre de levure et teneur en sucre du milieu de culture.
Variables Dénombrement Teneur en sucre
Dénombrement 1 0.9175
Teneur en sucre 0.9175 1
Scree plot
25 PE———— 100

Tableau IV — Tableau des valeurs propres

F1 F2
Valeur propre 1.9175 0.0825
Variabilité (%) 95.8757 4.1243
Cumulé (%) 95.8757 100

Cercle de corrélations :

-
W

Valeur propre

-

o
W

axe

F2

20

60

a0

20

Variabilité cumulée (%)

Figure 14 — Histogramme des valeurs

propres

Pour I’axe horizontale, on remarque une forte corrélation positive entre le dénombrement et

la teneur en sucre (fig. 15).
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Figure 15 — Cercle de corrélation du nombre de levures et teneur en sucre

Graphique des observations étudiées :

En se référant a la figure au-dessus et le des cosinus carres des observations (voir annexe
6) on remarque que tous les échantillons (E3024, E1224, E3048, E1248, E3072, E1272) se
caractérisent d’un nombre élevé de micro-organismes et ceci est probablement due a la teneur

faible en sucre qui est décompose par les microorganismes lors de la fermentation.
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Figure 16 — Diagramme de double projection
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Les études statistiques révelent une corrélation positive trés significative, mesurée a 0,91,
entre le nombre de levures dans les deux pré-cultures et la quantité de sucre présente. En d’autres

termes, cela signifie qu’il existe une relation proportionnelle entre ces deux variables.
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Conclusion

L’objectif principal de ce projet est la production de bioéthanol a partir de la mélasse, en
utilisant la voie de la fermentation alcoolique avec la levure Saccharomyces cerevisiae. Dans
le cadre de cette étude, des modifications biochimiques du processus de fermentation ont été
étroitement surveillées. Des dosages des sucres totaux ont été réalisés a ’aide de la méthode
d’Enthrone, révélant une diminution significative de la teneur en sucre au cours de la fermenta-
tion. Les résultats ont montré que la teneur en sucre est passée de 5,8 mg/mL avant fermentation
a 1,47 mg/mL pour les pré-cultures de 12 heures, et & 1,60 mg/mL pour les pré-cultures de 30
minutes. Cette diminution de la teneur en sucre a permis d’obtenir un bioéthanol de haute qualité
avec une pureté atteignant 85% pour les pré-cultures de 12 heures, surpassant ainsi les résultats
obtenus dans d’autres études menées au sein de notre université.

En paralléle, nous avons suivi attentivement la croissance des levures avant et pendant la
fermentation, afin de comprendre la relation entre la teneur en sucre et la croissance des levures.
En analysant les résultats, nous avons pu observer une corrélation entre la diminution de la
teneur en sucre et la croissance des levures. Ces observations ont été complétées par I’utilisation
du spectre IR, permettant de détecter la présence d’alcool dans le produit final, ainsi que de
verifier la présence du saccharose dans la mélasse.

Cette étude a principalement visé la valorisation de la mélasse, présentant ainsi des impacts
positifs tant sur le plan économique qu’environnemental. De plus, elle a offert une opportunité
précieuse de valoriser la mélasse issue de la raffinerie de sucre de CVITAL Bejaia. Par la mise
en ceuvre de mesures d’efficacité énergétique, cette recherche contribue activement a la lutte
contre les changements climatiques et a la réduction des émissions de gaz a effet de serre.

Outre ses implications pratiques, ce projet ouvre également de nouvelles perspectives de
recherche. Des études plus approfondies pourront étre menées sur les caractéristiques physico-
chimiques et biologiques de la mélasse de canne a sucre. De plus, I’utilisation d’autres souches de
Saccharomyces cerevisiae plus compétentes pourrait étre explorée. Ces initiatives ambitieuses
s’inscrivent dans une volonté de favoriser le développement des énergies renouvelables en Al-

gérie, tout en préservant ’environnement dans une perspective de développement durable.
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Annexe : Récupération de la mélasse de « CEVITAL»

Aprés I’arrivée du bateau, des échantillons de matiéres premiéres sont prélevés afin de
constituer un bulletin d’analyse contradictoire. Ensuite, ces matiéres premiéres sont entrepo-
sées dans un hangar avant d’étre acheminées vers la trémie (T100) par le biais d’un tapis roulant
et d’un dispositif de levage (A102). Elles subissent ensuite plusieurs étapes de raffinage dans

différentes sections.

Section 1 : Affinage et refonte
L’objectif de cette phase est d’éliminer les impuretés qui se trouvent & la surface des cristaux

en les agitant dans un sirop saturé en sucre.

Section 2 : Carbonatation

Le processus de traitement du sirop de refonte consiste a le traiter avec une solution de chaux
(appelée également lait de chaux) dans le but d’éliminer les impuretés dissoutes ou en suspen-
sion par décantation et filtration. Ensuite, cette solution de chaux est saturée avec du dioxyde
de carbone (CO2) pour creer un précipité de carbonate de calcium (CaCO3) qui retient les sub-

stances qui ne sont pas du sucre.

Section 3 : Filtration
L’objectif de la filtration consiste a ¢liminer les particules de carbonate de calcium en sus-
pension dans le sirop carbonaté et a récupérer le jus restant apres le lavage des gateaux a travers

les filtres a presse, afin de I’utiliser dans la préparation du lait de chaux.

Section 4 : Décoloration
11 s’agit d’une étape visant a diminuer la concentration de colorants dans le sirop obtenu aprés
la purification, jusqu’a atteindre une réduction de 80%. Cette opération est réalisée a I’aide de

résines échangeuses d’ions dans le but d’optimiser le processus de cristallisation.

Section 5 : Concentration
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L’objectif de 1’évaporation ou de la concentration est de retirer I’excés d’eau présent dans le

sirop.

Section 6 : Cristallisation
La cristallisation de sucre est un processus qui permet d’isoler le saccharose présent dans le
jus concentré, tout en laissant les impuretés dans le liquide, donnant ainsi une solution résiduelle

épuisée en fin de processus.

C’est une étape qui nous permet de récupéré la mélasse.

Cristallisation Haut Produit (HP) :

En général, ce processus se déroule en trois étapes, chacune comprenant trois sous-étapes
distinctes : la cuisson, le malaxage et le turbinage. Le premier jet produit un sirop alimentaire
appelé “liqueur standard”, tandis que les cristaux qui se forment pendant la cristallisation consti-
tuent ce qu’on appelle la ”masse cuite”. Le sirop qui entoure ces cristaux est appelé “eau de mere”
car il nourrit les cristaux en croissance.

Pendant le processus d’essorage des cristaux, 1’eau qui les entoure et qui est connue sous
le nom d’eau de mere, devient ce qu’on appelle '« égout pauvre ». Cette eau est également
appelée la masse cuite. Lorsque cette eau est utilisée pour le lavage du sucre dans les turbines
centrifugeuses, elle est considérée comme 1’« égout riche ».

Apres I’obtention du sucre, il est envoyé pour séchage, tandis que I’égout contenant encore
du sucre cristallisable est réutilisé pour une nouvelle cristallisation, ce qui se répéte trois fois.
Le dernier résidu obtenu, qui n’est pas assez pur pour produire un sucre raffiné, est alors utilisé

dans la cristallisation de produits a plus faible qualite.

Cristallisation Bas Produit (BP) :

Cette partie du processus implique trois étapes (jets) dans des cuves suivies d’une centrifu-
gation pour extraire le sucre des eaux usées provenant soit de la production de cuites a haute
pureté, soit des eaux usées pauvres en sucre issues du raffinage.

Les effets de la cristallisation HP sont comparables a ceux de la cuisson. Le sucre A résul-
tant de la premiére étape peut étre utilisé tel quel sous forme de sucre brun ou fondu de nouveau

pour étre réincorporé dans le processus de raffinage. Les sous-produits B et C ne sont utilisés
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que comme compléments pour épuiser davantage le sucre.

La mélasse est le résidu non cristallisable constitué de sucres et de non-sucres présent dans

I’égout final obtenu apres la centrifugation de la masse cuite C.
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Figure 17 — Schéma général du processus de raffinage du sucrre roux chez CEVITAL.
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Figure 18 — Schéma synoptique de I’atelier de cristalisation des produits de basse pureté.
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Figure 19 — Schéma synoptique de I’atelier de cristalisation des produits de haute pureté.
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Annexe : Courbe d’étalonnage
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Figure 20 — Courbe d’étalonnage du glucose
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Annexe : Concentrations gravimétriques

Concentration (in weight %) of Ethancl-Water Mixture vs. Specific Gravity at various Temperature
wt % Temperature (degC) wt % Temperature (degC)
Ethanol 20 25 30 35 Ethanol 20 25 30 35

0 099823 0.99708 0.99568 0.99406 a0 0.91384 0.90985 0.90580 090168
1 0.99636 0.9952 0.99379 0.99217 31 0.91160 0.90760 0.90353 0.59540
2 0.99453 0.99336 0.891594 0.5949031 52 0.80836 0.590534 0.90125 0.8a9710
3 099274 0.99157 0.99014 0985449 93 0.80711 080307 0.89896 0894749
4 0.99103 0.98984 0.98839 0.98672 54 0.90485 0.90079 0.89667 0.892458
L} 0985838 0.598817 0.886749 0.598501 55 0.80258 0.89850 0.89437 0.89016
[} 0.9878 0.98656 0.98507 098335 a6 0.80031 0.89621 0.89206 088784
¥ 0.98627 0.98500 0.98347 0.98172 a7 0.69803 0.89392 0.589745 0.88552
8 098478 0.98346 0.58189 0.598009 58 0.89574 0.89162 0.88744 0.88319
9 098331 0.98193 0.98031 097346 59 0.89344 088931 0.88512 088084
10 0.98187 0.98043 0.87875 0.97685 60 0.89113 0.88699 0.58278 0.87851
1 0.98047 0.97857 0.87723 097527 61 0.88882 0.85446 0.88044 0.876148
12 0arg1n 0.97753 0.97573 0.97371 62 0.88650 088233 0.87809 087374
13 0497774 0.97661 0.87424 097216 63 0.68417 0.879498 0.87574 087142
14 0497643 0.597472 0.87278 097063 64 0.88183 087763 0.87337 0.86805
15 0497514 057334 0.87133 0965811 65 0.875948 0875827 087100 0.86EBT
16 097387 0.97159 0.96990 0.9676 66 0.687713 0.872591 0.86863 0.86429
17 0497259 0.97062 0.96844 0.96607 67 0.67477 0.87054 0.86625 0.86190
18 04971249 0.596823 0.966497 096452 68 0.687241 0.86817 0.86387 0.845850
19 0.96897 0.96782 0.96547 0.96294 69 0.87004 0.86579 0.86148 0.8av10
20 096864 0.96639 0.96395 0.96134 0 0.66766 0.86340 0.85908 0.85470
21 0967249 0.56455 0.86242 096873 i1 0.86527 0.86100 0.8566T7 085228
22 096592 0.96348 0.98087 0.95809 2 0.86287 0.85859 0.85426 0.84986
23 0.96453 0.96199 0.95929 0.95643 3 0.66047 0.85618 0.85184 0.84743
24 096312 0.96048 0.95769 0.95476 ¥4 0.85808 0.85376 0.84941 0.84500
25 096168 0.958595 0.95607 0.95306 75 0.85564 0.85134 0.54698 0.84257
26 0.96020 0.95738 0.95442 0.95133 76 0.85322 0.84891 0.84455 0.84013
27 095867 0.95576 0.85272 0.94855 T 0.85079 0.84647 0.84211 0.83768
28 0494710 0.95410 0.95098 095774 78 0.84835 0.84403 0.83966 0.83523
29 0.95548 0.95241 0.94922 0.94550 79 0.64590 0.584158 0.83720 0.83277
30 095382 0.95067 0.94741 0.94403 80 0.84344 0.83911 0.83473 0.83029
k]| 095212 0.5948490 0.94557 094214 81 0.84096 0.83664 0.83224 n0.827an
32 0.95038 0.94709 0.94370 0.94021 82 0.63848 0.83415 0.52974 0.582530
33 0.94860 0.594525 0.84180 0.593825 83 0.83549 0.83164 0.82724 0.823749
34 0946749 0.94337 0.93986 093626 84 0.83348 082913 0.82473 0.82027
35 0.94494 0.94146 0.83790 0.93425 85 0.63095 0.82660 0.52220 081774
36 0.94306 0.593852 0.83591 0593321 86 0.82840 0.82408 0.81965 0.815149
37 094114 0.93756 0.933590 093016 a7 0.82583 082148 081708 0.81262
38 093919 0.93556 0.93188 0.92808 it} 0.62323 0.818588 0.51448 0.81003
39 093720 0.93353 0.52979 0.92857 89 0.82062 0.81626 0.81186 0.80742
40 093518 0.93148 0.93770 092385 90 081737 0.81362 0.80822 080478
41 093314 0.92940 0.92558 0.92170 91 0.681529 0.81094 0.80655 0.80211
412 093107 0.92729 0.82344 0.91852 92 0.81257 0.80823 0.80384 0.795941
43 092897 0592516 0.82128 0581733 93 0.80883 0.80544 080111 0.79669
44 092684 0.92301 0.81910 091513 94 0.80705 0.80272 0.79835 0.79393
45 092472 0.592085 0.8916592 0.91291 95 0.60424 0.79951 0.79555 079114
46 092357 0.91868 0.81472 0.91064 96 0.80138 0.79706 0.79271 0.78831
47 0.92041 0.91649 0.81250 0.90845 97 0.79846 0.79415 0.78991 0.78542
48 0491823 0.91426 0.81028 0.90821 98 0.79547 079117 0.78684 0.78247
49 091604 0.81208 0.80805 0903596 99 0.79543 0.78814 0.78382 0775946

100 0.78934 0.78506 0.78075 0.7 7641

MOTE: Mumbers obtained from Table 3-110 (pg.3-89) “"Perry's Chemical Engineers’ Handbook™, 6th Ed.

Figure 21 — Concertation gravimétrique spécifique de 1’éthanol a différentes températures.
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Annexe : Spectres IR

Table de données spectroscopiques - Spectres IR

Liaison Nombre d’onde (cm™) Intensité et commentaire
Liaison OH libre Entre 3500 et 3700 cm Bande fine et moyenne.
Liaison OH liée (liaison hydrogéne) | Entre 3100 et 3500 cm™’ Bande forte et large.
Liaison N-H Entre 3050 et 3500 cm” Bande forte.
Liaison C=0 Entre 1700 et 1800 cm’” Bande forte.
Liaison C-H Entre 2900 et 3100 cm”’ Bande moyenne a forte
Liaison C=0 des esters Entre 1700 et 1750 cm” Bande forte.
Entre 1660 et 1740 cm' Bande forte.
Liaison C=0 des amides Entre 1630 et 1710 cm”” Bande forte.
Liaison C-H de CHO Entre 2650 et 2800 cm”’ Bande moyenne.
Llalson QH des acides Entre 2500 et 3300 cm” Bande forte et large.
carboxyliques
Lialson C-O des acldes Entre 1200 et 1320 cm™ Bande forte.
carboxyliques
Liaison C-O des esters Entre 1210 et 1260 cm’” Bande forte.
Liaison NH des amides Entre 3050 et 3500 cm™ Deux bandes moyennes larges.
Llalsqn NH des amides Entre 3050 et 3400 cm Bande moyenne large.
substituées
100 e T ;
OH I cC
N (4
- Cl— [+
rd b 3
504 NH 0
--c \ _
& N
CH
O = — * * ¥ .
4000 3000 2000 1500 1000 500
Nembre d'onde [cm™}
Bande L : , m
(large) (fine) (intense) (moyenne) (petite)

2 v

100 _

D’apres : http://uel.unisciel.fr/chimie/spectro/spectro/co/spectro.html

Figure 22 — Bandes des spectres IR.
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Annexe : Variables

Tableau V — Tableau des valeurs statistiques

Variable Observation Manquantes Minimum Maximum Moyenne Ecart type
Dénombrement 6 0 4,3000 10,0000 6,4500 2.2296
Teneur en sucre 6 0 0,4020 2,2510 1,2147 0,8122

Tableau VI — Tableau des valeurs propres

F1

F2

Dénombrement

0.9588 0.0412
Teneur ensucre 0.9588 0.0412

Tableau VII — Tableau des valeurs propres

F1 F2
E3024 | 0.9684 | 0.0316
E1224 | 0.9880 | 0.00120
E3048 | 0.8652 | 0.1348
E1248 | 0.9969 | 0.0031
E3072 | 0.9974 | 0.0026
E1272 | 0.8327 | 0.1673
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Résumé

Une solution privilégiée est offerte par les procédés biotechnologiques actuels pour
valoriser la biomasse végétale et produire des bioénergies alternatives aux combustibles
fossiles en utilisant des produits agricoles a faible valeur commerciale. L’objectif visé
dans cette étude était I’obtention de bioéthanol par la valorisation de la mélasse de canne
a sucre issue de la raffinerie de sucre Cevital Bejaia, en utilisant le procédé de fermenta-
tion anaérobie avec la souche de levures Saccharomyces cerevisiae. Des analyses physi-
cochimiques et biochimiques ont été réalisées sur la mélasse avant et aprés fermentation
alcoolique, notamment le dosage des sucres totaux et la densité de I’éthanol, afin d’éva-
luer la qualité et de suivre les changements biochimiques en cours de fermentation. Par la
suite, une hydrodistillation a été effectuée pour récupérer le bioéthanol. Les résultats de
notre étude ont clairement démontré que la mélasse est une source extrémement riche en
saccharose, ce qui en fait une matiére premiére excellente pour la fermentation alcoolique
et la production de bioéthanol.

Mots-clés : mélasse, bioéthanol, biocarburant, saccharomyces cerevisiae

Abstract

The current biotechnological processes offer an ideal solution for exploiting plant biomass and
generating bioenergy as an alternative to fossil fuels, using agricultural products with a low com-
mercial value. The aim of this study was to obtain bioethanol by valorising sugarcane molasses
from the Cevital Bejaia sugar refinery, using the anaerobic fermentation process with a strain of
yeast called Saccharomyces cerevisiae. Physicochemical and biochemical analyses were carried
out on the molasses before and after alcoholic fermentation, including the determination of total
sugars and ethanol density, in order to assess quality and monitor biochemical changes during
fermentation. Hydrodistillation was then carried out to recover the bioethanol. The results of our
study clearly demonstrated that molasses provides an extremely rich source of sucrose, making it
an excellent raw material for alcoholic fermentation and bioethanol production.

Keywords: molasses, bioethanol, biofuel, saccharomyces cerevisiae
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